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Kombinierte enzymatische Methode fcur Bestimmung von 3-Hydroxykynurenin
und 3-Hydroxyanthranilsäure in freier und veresterter Form im Harn
Von H. SCHIEVELBEIN und KARIN LÖSCHENKOHL
Aus dem Klinisch-Chemischen Institut an der Chirurgischen Universitätsklinik München (Direktor: Prof. Dr. Dr. E. Werle)
(Eingegangen am 1. Februar 1968)
3-Hydroxykynurenin wird mit Kynureninase (L-Kynurenin-Hydrolase, EC 3.7.1.3) zu 3-Hydroxyanthranilsäure umgesetzt. In einer
nachfolgenden Reaktion wird diese Verbindung mit 3-Hydroxyanthranilsäureoxydase (3-Hydröxyanthranilat: O2 Oxydoreduktase, EC
1.13.1.6) zu 2-Akrolein-3-aminofumarat oxydiert. Dieses Reaktionsprodukt kann bei 360 nm quantitativ bestimmt und so die Konzen-
tration der beiden Tryptophanstofrwechselprodukte im Harn errechnet werden.
3-Hydroxykynurenine is degraded by kynureninase (L-kynurenine hydrolase, EC 3.7.1.3) to 34iydroxyanthranilic acid. In a subsequent
reaction, this compound is oxidised by 3-hydroxyanthranilic acid oxidase (3-hydroxyanthranilate : O2 oxidoreductase, EC 1.13.1.6) to
2-acroleine-3-aminofumarate. This reaction product can be estimated quantitatively at 360 nm and thus the concentration of the two
tryptophane metabolites can be calculated.
Seit dem chromatographischen Nachweis von 3-
Hydroxyanthranilsäure1) im Harn von tuberkulösen
Patienten nach oraler Tryptophanbelastung durch
MUSAJO und Mitarbeiter (1) 1952 sind zahlreiche
Veröffentlichungen erschienen, in welchen das Aus-
scheidungsmuster von Tryptophanmetaboliten bei ver-
schiedenen pathologischen Zuständen beschrieben wird
(Literaturübersicht bis 1964 bei MUSAJO und BENASSI
(2)). Eine besondere Bedeutung erlangte die Bestim-
*) Abkürzungen: 3-OH-A = 3-Hydroxyanthranilsäure. 3-OH-K =
3-Hydroxykynurenin, PLP = Pyridoxal-S'-phosphat.
mung von Tryptophanmetaboliten im Harn, nachdem
BOYLAND (3) gefunden hatte, daß Patienten mit einem
Carcinom der Harnblase gegenüber Normalen eine
erhöhte Ausscheidung der im Tierexperiment carcino-
genen Stoffwechselprodukte S-OH^-A und 3-Hydroxy-
kynurenin aufweisen. Für die Bestimmung der er-
wähnten Substanzen im Harn wurden eine Reihe von
Methoden angegeben, welche infolge ihres Mangels an.
Spezifität oder ihres großen Aufwandes für die Unter-
suchung einer größeren Zahl von Proben nur bedingt
geeignet sind.
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Für die Frage, ob 3-OH-K oder 3-OH-A eine kausale
Bedeutung für die Ätiologie von Harnblasentumoren
zukommt, ist es notwendig, die freien Verbindungen
neben den mit Schwefel- oder Glucuronsäure ver-
esterten Formen getrennt 2u erfassen, da nur den
unkonjugierten Verbindungen eine onkogene Aktivität
zukommen dürfte. Die bisher vorliegenden Unter-
suchungen zu diesem Problem ließen eine Beant-
wortung dieser Frage, offensichtlich wegen metho-
discher Schwierigkeiten, vermissen. Wir veröffent-
lichten vor kurzem eine Methode zur enzymatischen
Bestimmung der 3-OH-A (4). Die vorliegende Arbeit
beschreibt eine Methode, welche diese Bestimmung
als Indikatorreaktion benutzt. Sie eignet sich zur
Bestimmung der freien und, nach Hydrolyse, der
Gesamtkonzentration von 3-OH-K und 3-OH-A im
Harn.
Prinzip
3-OH-K wird durch das Enzym Kynureninase (L-
Kynurenin-Hydrolase, EC 3.7.1.3) in 3-Hydroxy-






Die bei der Reaktion entstehende 3-OH-A wird mit
3-Hydroxyanthrahilsäureoxydase (3-Hydroxyanthrani-
lat: O2 Oxydoreduktase, EC 1.13.1.6) in einer nach-
geschalteten Reaktion nach folgendem Reaktions-
schema zu 2-Akrolein-3-aminofümarat umgesetzt:
:OOH OOH
COOH
Das Reaktionsprodukt, dessen Konfiguration von
BONNER und YANOFSKY (5) vorgeschlagen und von
KUSS (6) bestätigt wurde, besitzt ein Absorptions-
maximum bei 360 nm und kann bei dieser Wellenlänge
quantitativ'bestimmt werden. Der Umsatz von 3-OH-K
wurde in Anlehnung an die Bestimmung der Aktivität
der Kynureninase, wie sie von WEBER und Wiss (7)
beschrieben wurde, durchgeführt. Das Prinzip der
Methode zur Bestimmung der 3-OH-A wurde bereits




1. Phosphatpuffer, 0,033M, pH 7,4 ·
2. a) 3-OH-K-Stammlösung:
1,5 mg 3-OH-K (Calbiochem, Los Angeles) werden in 50 m/0,lN
HC1 gelöst. Diese Lösung ist einige Wochen im Kühlschrank bei
4° haltbar,
b) 3-OH-K-Gebrauchslösung:
5 m/ Stammlösung werden mit 5 m/ O,!N NaOH neutralisiert und
mit Puffer (Reagenz 1) auf 50 m/ verdünnt (3 % 3-OH-K/m/).
Diese Lösung muß immer frisch hergestellt werden.
3. Pyridoxal-S'-phosphat-Lösung:
6 mg Pyridoxal-5'-phosphat werden in 100 m/ Puffer (Reagenz 1)
gelöst, diese Lösung ist etwa l Woche bei 4° haltbar.
4. Enzyme:
a) Kynureninase aus Seh weine! eber wurde nach einer von Wiss
und WEBER (9) angegebenen Methode einschließlich des Schrittes
der fraktionierten Ammonsulfatfällung gereinigt. Unsere lyophili-
sierten Präparate wiesen, mit Kynurenin als Substrat, eine Aktivi-
tät von etwa 0,5 g gebildete Anthranilsäure/mg Protein/Std. auf.
Je nach Aktivität des Enzympräparates werden 5—15 mg Enzym
für einen Ansatz benötigt, welches in Substanz oder in Lösung
den Ansätzen zugegeben werden kann.
b) 3-Hydroxyanthranilsäureoxydase aus Schweineleber wurde
nach Wiss und Mitarbeiter (10) gereinigt. Unsere Präparate wiesen
eine spezifische Aktivität von 3—10 % 3-OH-A umgesetzt/mg
Protein/Min, auf.
Zum Ansatz werden 5—20 mg des lyophilisierten Präparates be-
nötigt und in l m/ Puffer (Reagenz 1) gelöst. Die gereinigten
Enzympräparate sind sehr instabil und verlieren in Lösung schnell
ihre Aktivität, die Lösung muß am Tage des Gebrauchs hergestellt
und im Eisbad aufbewahrt werden.
c) /3-Glucuronidase/Arylsulfatase: stabilisierte Enzymlösung (Boeh-
ringer u. Söhne, Mannheim).
5. Tris-Puffer 0,033M, pH 7,4.
6. Ferroammoniumsulfatlösung:
210 mg FeSO4 - (NH4)2SO4 · 6 H2O (Mohrsches Salz) werden in
100 m/ Tris-Puffer (Reagenz 5) gelöst.
7. Cysteinlösung:
240 mg Cysteinhydrochlorid werden in 100 m/ Tris-Puffer (Re-
agenz 5) gelöst.
8. Cystein-Eisenlösung:
Je l m/Reagenz 6 und 7 werden miteinander vermischt. Die beiden
Substanzen sind Aktivatoren der 3-Hydroxyanthranilsäureoxydase.
Die Lösung muß tägl. frisch angesetzt werden.




Die beiden o-Hydroxyamine 3-OH-K und 3-OH-A sind bei neu-
tralen und alkalischen pH-Werten sehr instabil (11), daher sollen
Harnproben möglichst unmittelbar nach dem Sammeln verarbeitet
werden. Wenn dies nicht möglich ist, lassen wir 24-Stdn.-Harn-
proben mit HC1 auf ein pH von mindestens 4 bringen. Müssen
Harnproben längere Zeit konserviert werden, so empfiehlt sich
das Aufbewahren in eingefrorenem Zustand.
Für die Bestimmung der Gesamtkonzentration der Verbindungen
im Harn wird dieser wie folgt hydrolysiert: 10 m/ Harn werden
mit 0,04 ml der 0-Glucuronidase/Arylsulfataselösung bei Raum-
temperatur 2 Stdn. lang inkubiert. Eine längere Inkubationszeit
bewirkt eine Abnahme der Konzentration der freien Verbindungen.
Dann werden je 10 m/ des hydrolysierten und des nichthydroly-
sierten Harnes mit IN NaOH auf ein pH von 7,4 eingestellt und
filtriert. Die Bestimmung der 3-OH-A muß unmittelbar nach Ein-
stellung des Harnes auf diesen pH durchgeführt werden, da die
Verbindung bei diesem pH instabil ist.
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Ansätze
a) Zur Bestimmung von 3-OH-A
Die Ansätze werden, wie in Tabelle l beschrieben, in 3 m/ Küvet-
ten mit l cm Schichtdicke durchgeführt.
Tab. l

























Die Menge Standardsubstanz soll der Konzentration an endogener
3-OH-A entsprechen, z. B. 2—3 % Standard bei einer Konzen-
tration von ungefähr l % 3-OH-A/m/ Harn.
Unmittelbar nach Zugabe der Enzymlösung wird die Extinktion
gegen einen Leerwert aus 1,0 m/ Harn + l m/ Puffer bei 360 rim
abgelesen. Die Extinktion wird jede Minute abgelesen, so lange
eine Zunahme zu beobachten ist, d. h. 10—20 Min. Während der





Bei einer Variation der Standardkonzentration muß der Faktor 3
entsprechend geändert werden.
b) Zur Bestimmung des 3-OH-K
Die Ansätze werden in 25 m/ Erlenmeyerkolben mit Schliffstopfen
durchgeführt und 3 Stdn. bei 38° in einem Schüttel-Wasserbad in
der in Tabelle 2 angeführten Zusammensetzung inkubiert.
Tab. 2
Ansätze zur Bestimmung des 3-OH-K im Harn
Zugabe der Kynureninase in Substanz
Analyse Analyse „endogene"
+ Standard 3-OH-A




















Anschließend an die Inkubation werden die Kölbchen im Wasser-
bad auf 20° abgekühlt und der Inhalt filtriert, dann wird in jedem
der Ansätze der Tabelle 2 die bereits vorhandene („endogene")
und die aus 3-OH-K gebildete 3-OH-A bestimmt. Dazu werden
je 2 m/ der Ansätze aus Tabelle 2 mit 0,02 m/ der Cystein-Fe-
Lösung und 0,2 m/ der 3-Hydroxyanthranilsäureoxydaselösung
versetzt und die Zunahme der Extinktion bei 360 -nm, wie unter a)
beschrieben, verfolgt.
A—E
(S+A)-A x3 = 3-OH-K/m/Harn
Die Umrechnung auf die 24-Stdn.-Harnmenge erfolgt unter Be-
rücksichtigung der Verdünnung. Wird eine andere Standardkon-
zentration gewählt, muß der Faktor 3 in der Berechnungsformel
entsprechend geändert werden.
Zuverlässigkeit
a) Zur Bestimmung der 3-OH-A
Bei 10 Bestimmungen der gleichen Harnproben fanden wir
0,45 ± 0,025 % 3-OH-A/m/ Harn mit einem Variationskoeffi-
zienten von 5, 68. Zusatzversuche mit 3 % Standardsubstanz
führten zu einer Ausbeute von 100 ± 2,6%. Weitere Angaben
über die Spezifität und die Erarbeitung optimaler Reaktions-
bedingungen sind der Originalarbeit zu entnehmen (4).
b) Zur Bestimmung des 3-OH-K
Der Zusatz von l—4/jg 3-OH-K/m/ zum Harn ergibt für diesen
Bereich eine direkte Proportionalität zu den abgelesenen Extink-
tionen. Eine vollständige Umsetzung des Substrates ist damit
gewährleistet.
Richtigkeit ^
Bei 10 Bestimmungen in der gleichen Harnprobe fanden wir eine
Konzentration von 1,32 ± 0,019 % 3-OH-K/m/ Harn (Mittel-
wert und Standardabweichung), Variationskoeffizient 4,46.
Zusatzversuche mit l^g 3-OH-K ergaben eine Ausbeute von
1,0 ± 0,022 % (Mittelwert und Standardabweichung), Variations-
koeffizient 6,61 (100 ± 2,2%).
Zusatzversuche mit 3/ug 3-OH-K ergaben eine Ausbeute von
3±0,016yug (Mittelwert und Standardäbweichung), Variations-
koeffizient 1,62 (100 ± 0,53%).
Spezifität
Kynureninase setzt als Substrat 3-OH-K und Kynurenin um, durch
die nachgeschaltete Reaktion wird jedoch immer nur die gebildete
3-OH-A erfaßt, so daß absolute Spezifität gegeben ist. Weitere
Angaben zur Spezifität der Reaktion 3-OH-K —>·. 2-Akrolein-
3-aminofumarat s. SCHIEVELBEIN und BUCHFINK (4).
Ergebnisse
Wir bestimmten bei 10 gesunden Personen die Aus-
scheidung von 3-OH-K und 3-OH-A. Die Ergebnisse
sind aus Tabelle 3 zu entnehmen.
Tab. 3





























































* Die Gesamtausscheidung an 3-OH-K konnte aus äußeren Gründen
bei dieser Versuchsperson nicht durchgeführt werden.
Diskussion
Vor kurzem beschrieben BENASSI und Mitarbeiter (12)
eine Methode zur Bestimmung von Tryptophanmeta-
boliten mit Hilfe von Absorption an Ionenaustauscher-
Säulen, fraktionierte Elution und anschließende zwei-
dimensionale Papierchromatographie, erneute Elution
und anschließende kolorimetrische bzw. fluorometrische
Bestimmung. Mit dieser Methode fanden die Autoren
die folgenden Werte in mg/24 Stdn.: 3-OH-K 0,5
(0,0—2,3) und für 3^OH-A 0,4 (0,01—1,1) Mittelwerte
und Schwankungsbreite für den 24-$tdn.-Harn 20 ge-
sunder Personen. Diese Werte stehen in sehr guter
Übereinstimmung mit den von uns gefundenen Aus-
scheidungsgrößen und sind niedriger als die Werte in
anderen älteren Arbeiten. Wir möchten dies als Folge
der Verbesserung der Spezifität unserer und der Me-
thode von BENASSI erklären.
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3-OH-K und 3-OH-A sind bei neutralem und bei
alkalischem pH sehr instabil, so daß bei einem z. B.
durch Sulfonamidmedikation alkalisch reagierenden
Harn eine Abnahme der Konzentration bereits in der
Blase vorkommen kann. Sehr niedrige Harnwerte sind
dadurch erklärbar (11).
Aus diesem Grunde ist auch die Bestimmung der
sogenannten „endogenen 3-OH-A" (Tab. 2) not-
wendig, denn diese kann in ihrer Konzentration wäh-
rend der Inkubation mit Kynureninase (3 Stdn.) ab-
genommen haben. Eine kürzere Inkubationszeit für
die Kynureninasereaktion ist unter unseren Bedingun-
gen nicht möglich, da sonst ein vollständiger Umsatz
des 3-OH-K nicht gewährleistet ist. Durch Verwen-
dung aktiverer Enzympräparate könnte jedoch eine
kürzere Inkubationszeit erreicht werden.
Wir danken der Wissenschaftlichen Forschungsstelle im Verband
der Cigaretten-Industrie für die Unterstützung dieser Arbeit.
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Die Verwendung von o-Nitrophenylbutyrat als Fehlerquelle bei der Messung der
Reaktivierbarkeit alkylphosphatvergifteter Serumcholinesterase durch 2-PAM1)
Von M. GELDMACHER - v. MALLINCKRODT und L KAISER
Aus dem Institut für gerichtliche Medizin und Kriminalistik der Universität Erlangen-Nürnberg
(Direktor: Prof. Dr. Dr. E. Weinig)
(Eingegangen am 2. Februar 1968)
Das Vorgehen von MAIM, MILES und BRAID zur Bestimmung der Serum-Cholinesteraseaktivität unter Verwendung von o-Nitrophenyl-
butyrat als Substrat ist nicht geeignet zur Messung der Reaktivierbarkeit alkylphosphatvergifteter Serumcholinesterase durch 2-PAM, da
schon 2-PAM allein unter den Bedingungen der Reaktion das Substrat nichtkatalytisch unter Freisetzung von o-Nitrophenol spaltet.
The method by MAIN, MILES and BRAID for determination of human serum cholinesterase activity with o-nitrophenylbutyrate as sub-
strate is not suitable for measuring activity after reactivation of alcylphosphate-poisoned serum cholinesterase by 2-PAM, since 2-PAM
alone — under the conditions of the reaction — splits the substrate non-catalytically and .liberates o-nitrophenol.
Die Aktivität der Serumcholinesterase kann zur
Diagnose bestimmter Krankheitsbilder und von Ver-
giftungen mit Cholinesteraseblockern wie z. B. E 605
herangezogen werden. Methodisch stehen eine große
Anzahl verschiedener Verfahren zur Verfügung, die
nicht alle Acetylcholin als Substrat verwenden (siehe
z. B. STUMPF (1), KOELLE (2).
MAIN, MILES und BRAID (3) haben 1961 das o-Nitro-
phenylbutyrat als Substrat eingeführt. McCoMB,
LAMOTTA und WETSTQNE (4) empfehlen dieses Sub-
strat zur Erkennung atypischer Serumcholinesterasen.
SZASZ (5) hat einen kritischen Vergleich zwischen
Acetylthiocholin, Butyrylthiocholin und o-Nitrophenyl-
butyrat als Substrate zur Cholinesterase-Aktivitäts-
bestimmung im Serum durchgeführt.
*) Abkürzungen: 2-PAM = Pyridin-2-aldoxim-N-Methyljodid
E 6Q5 = Diäthyl-p-Niitrophenylthiophosphat, DFP = Diisopro-
pylflüorphosphat, TEPP = Tetraäthylpyrophosphat.
Auf Grund des Vorkommens atypischer Serumcholin-
esterasen mit meist geringerer Aktivität (6), der starken
intraindividuellen Unterschiede in der Aktivität der
normalen Enzyme, des Einflusses von Krankheiten
sowie der Möglichkeit einer Cholinesteraseblockierung
nicht nur durch Alkylphosphate, sondern auch durch
Carbamate und viele andere Medikamente haben
FRIEDBERG und SAKAI (7) ein Verfahren zur in vitro-
Reaktivierung alkylphosphatvergifteter Cholinesterasen
mit 2-PAM ausgearbeitet. Sie empfehlen, mit einer be-
liebigen .Methode die Aktivität ohne und mit 2-PAM-
Zusatz zu prüfen. Ergebe sich durch 2-PAM eine
Aktivitätssteigerung, so liege mit Sicherheit eine
Vergiftung mit einem organischen Phosphorsäureester
vor.
FRIEDBERG und SAKAI (7) selbst verwendeten die
manometrische Methode von AMMON unter Benutzung
der Warburg-Apparatur, als Substrat diente Acetyl-
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